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　　　Studies　on　enzymatic　h．ydrolysis　of　phosphatidylethanolamine　in　rat　small　intestinal　smooth　muscle
were　carried　out　in　comparison　with　that　in　the　small　intestinal　mucosa．　The　hydrolytic　activity　was
measured　by　incubation　in　O．！MTris－maleate　buffer．solution　containing　700×g　homogenate　of　the　tissue
as　the　enzyme　source　and　32P－phosphatidylethanolamine　isolated　fr．om　rat　small　intestine　as　the　substrate．
　　　Occurrence　of　hydrolytic　activity　of　phosphatidylethanolamine　was　clearly　demonstrated　in　the　slnall
intestinal　smooth　Inuscle　as　well　as．．in　the　mucosa，　althQugh　the　activit．y　of　the　former　was　as　low　as
45％　of　tha亡of　the　latter．
　　　Then　the　additional　investigations　were　followed．
　　　Optimunl　pH　was　found　to　be　at　7．2．
　　　The　results　obtained　by　preincubation　at　diEerent　temperatures　shQwed　that　the　enzyme〔s）related　to
the　hydrolysis　of　ph．osphatidylethanola皿ine　were　heat－labile　and　the　hydrolytic　activity　on　the　lysocom－
pounds　was　more　sensitive　to　the　increase　of　telnperature　than　that　of　the　release　of　fatty　acid　from　the
original　phospholipids．
　　　An．addition　of　deoxycholate　resulted　in　lowering　of　the　hydrolytic　activity．
　　　An　addit．iQn　of　Ca朴accelerat∈d　the　hydrolysis　markedly，　while　the　e鉦ect　of　Mg什Qn　the　hydrolysis
was　slight．
　　　In　colnparison　to　the　hydrolysis　in　three　types　of　phosphatidylethanolamine，　namely　diacyl一，　alke∬y1－
　　　acyl－and　alkyl－acyl－type，　the　hydrolysis　of　diacyl－type　was　more　signi丘cant　than　that　of　the　latter
two　types．　The　exte．nt　of　the　hydrolysis　between　alkeny1－acyl　and　alky．1－acyl－typ．e　was　almost　similar．
緒 言
　小腸粘膜のリン脂質の水解酵．素については比較的早くよ
り研究されておりphospholipase　A，　phospholipase　B，
1ysophQsphQlipaseの存在が報告されている1川8）．一力小
腸平滑筋のリン脂質の水解についての報文は少なくわずか
に工藤9．），井村10．）のリン脂質の水解酵素の存在を示唆する．
報告があるに過ぎなかっ．た．最近，近藤11）はIecithinお
よびlysolecithinを基質として〃z巳，ゴ々’oで小腸平滑筋
のphospholipaseにつ．いて詳細に研究を行った．しかし
ph。sphatidylethanolamineの水解については未だ詳細な
検討が行われていない．
　　小腸平滑筋のphosph母tidylethanolamineは化学的に
はdiacyl一，　alkyl－acyl一，およびalkenyl－acy1一型の三つよ
りなりm2），したがって水解様式もほとんどdiacy1一型よ
りなる1ecithinより複雑であろうことが想定され関連酵
素もlecithin水解酵素より多様であると考えられる・
　　著者は小腸平滑筋のリン脂質代謝研究の一環としてこの
問題を解明すべくラット小腸平滑筋のホモジネートを酵素
材料と ，ラット小腸から調整した32P－phosphatidyletha一
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nolamineを基質として小腸平滑筋層の水解酵素の存在を
明らかにしさらに種々の条件を負荷してそれらの酵素活性
に対する影響を検討した．
　同時に粘膜層についても同様の実験を行ない，比較検討
した．
　また小腸両層ホモジネートと32P－phosphatidylethano－
lamineをそれぞれインキュベートした後，未水解の32P－
phosphatidylethanolamineを緩和な酸およびアルカリで
水解することにより，diacyl，　alkyl－acly，　alkenyl－acyl型
の三者に分けそれぞれの分解を比較検討した．
　以上の実験結果より小腸平滑筋のリン脂質代謝について
考察を試みた．
実験材料および方法
1．実験材料
　Silica　gel　HおよびSilica　gel　GはMerck社から，
Silicic　acid（100　Mesh）はMallinckrodt社から入手し
た．放射性無機リン酸（32Pi）は日本放射性同位元素協会よ
り入手した．他の試薬および有機溶媒はすべて特級を用
いた．
2，酵素材料の調整
　Wistar系ラット（雌，体重170～200　g）を18時間絶食
後，軽いエーテル麻酔下で開腹し，門脈を切断した後，心
より約100m4の氷冷生理的食塩水を注入して小腸を潅流
し，次いで幽門輪直後から回腸末端までを可及的に腸間膜
の付着しないように摘出した．摘出した小腸は適当な長さ
に等分し，氷冷生理的食塩水で口腔を十分に洗浄した．そ
の後小腸を羽翼し，氷冷のガラス板上で片刃のカミソリの
鈍な一端を用いて粘膜下層より粘膜を剥離して粘膜層とし
た．またこの際残った粘膜下層より漿膜におよぶ層を平滑
筋層とした．小腸両袖にそれぞれ0．25MSucrose液を加
え，Potter　Elvehjemホモジナイザーにより20～30％ホ
モジネートを作製しだ
　このホモジネートを700×g，20分間遠沈して核，血球，
未破砕細胞などを除き，上清平分を酵素材料とした、以上
の操作は0～4℃で行なった，酵素材料は一20。Cで保存し
た．以上の様に保存した酵素材料は3ヵ月間はそのタンパ
ク質量，水解活性に著明な変化はみられなかった．
3．基質の調整
　ラットの腹腔内に32P一リン酸塩5mCi注入し22～24時
間後，軽いエーテル麻酔下開腹し小腸を別出した．次いで
別出した小腸を0～4。Cで細切し，20倍量のクPロホルム：
メタノール（2：1v／v）を加え室温にて一夜放置して小腸か
ら脂質を抽出し，えられた抽出液はFolch法13）により精
製した．さらに窒素気流下で減圧乾固し残渣をクロμホル
ムで一定量とした．
　これらの脂質半分よりカラムクロマトグラフィーおよび
薄層クロマトグラフィー（TLC）により次のような操作で
phosphatidylethanolanlineを分離した．　Silicic　acidを
充てんしたカラムに前述のクロロホルム液を加え，次いで
クPロホルムおよび，クロPホルム：メタノール（3：7v／v）
で順次溶出した．クロロホルムーメタノール溶出液を窒素
気流下減圧乾固し，四四をクロロホルムに溶解し一定量と
した．
　この液を用いて110。C，2時間活性化し！mM炭酸ソー
ダ液で調整したSilica　gel　Hプレート（0，5　mm）上でク
1ユPホルム：メタノール：酢酸：水（100＝60：14二4by　voL）
で20。C70分間展開した．0．02％2，7一ジクロロフルオレス
センのエタノール溶液を噴霧し，蛍光下で各脂質を識別
し，phosphatidylethan（）lamine野分をプレートよりかき
出し，3m6のクロロホルム＝メタノール：酢酸1水（50：39：
1：10by　vol．）の混合液で室温にて4回抽出し，抽出液を
4m4の4Mアンモニア溶液で洗浄して2，7一ジ目明ロフル
オレスセンを除いた．さらに4m4の50％メタノールを加
えて洗浄し，えられたクロロホルム層を窒素気流下で減圧
乾固し，適当量のクロロホルム溶液とした．
　えられた32P－Phosphatidylethanolamine画分をさらに
’再TLCを行った，
　1100C，2時間活性化し蒸留水で調整したSilica　gel　G
プレート上で，クロロホルム：メタノール＝水（65：25＝4
by　vol．）を展開溶媒として20℃で55分間展開した．以下
の操作は前述のTLCの時と同様に2，7一ジクロロフルオレ
スセンを噴霧し，蛍光下でphosphatidylethanolamine画
分をかき出し，クロロホルム；メタノール＝酢酸＝水の混合
液で抽出し，4Mアンモニア溶液と50瑠メタノールで洗
浄した．
　えられたクロロホルム溶液を窒素気流下で減圧乾固し，
残渣を抗酸化剤としてブチルハイドロキシトルエン（10
mg／6）を含むクロロホルム溶液に溶解して，一定量とし酵
素活性の測定に用いた。
4．酵素活性の測定
　一定量の32P－phosphatidylethanolamineを窒素気流下
で乾固し，残渣に0．1Mトリスーマレイン酸緩衝液（pH　7．2）
を加え，Branson　SQni丘er（Model　W　185）にて，35　Watts，
10分間，0。Cで超音波処理し，リン脂質を緩衝液中に分散
させた，
　この液を0，5m4ないし1m4（1．3～2．3μmoles脂質一リ
ン量）を水解反応1検体の基質として用いた．この基質液
に酵素材料として前述の小腸両層ホモジネートを加え，全
量で2m4の反応液とした．反応はstandardな条件下で
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は37℃，30分間振回しながらインキュベーションにより
おこなった．一定時間後7．5m4のクロロホルム1メタノー
ル（1＝2v／v）を加えて反応を終了させた．次いでBligh
とDyerの方法14）により前述の反応液から脂質を抽出精
製し，遠心によって上層（水一メタノール層）と下層（クロ
ロホルム層）とに分離した．
　上層を一定：量としその一部で32P一標識一水溶性生成物の
放射能を測定した．
　下層も一定量としその一部を窒素気流下に乾固し，前記
のごとく1mM炭酸ソーダで調整した活性化Silica　gel　H
プレート上にスポットし，クロロホルム：メタノール：酢
酸：水（100：60：14：4by　vo1．〉で展開して，生成された
32P－1ysophosphatidylethanolamineと未水解の32P－phos－
phatidylethanolamineに分離し，それぞれを抽出してそ
の放射能を測定した．
　これらの32P一標識物質の放射能値と基質として用いた
32P－phosphatidylethanola皿ineの比放射活性値から，生
成された32P－1ysophosphatidylethanolamineおよび32P一
標識一水溶性生成物，または未水解の32P－phosphatidy1－
ethanolamineの脂質一リン量を算出した．
　水解活性は基質として加えた32P－phosphatidylethano1－
amineの放射能値に対して生成された32P－lysophospha－
tidylethanolamine，32P標識一水溶性生成物，あるいは
未水解の32P－phosphatidylethan・lamineの放射能値をパ
ーセントとして表わすか，あるいは水解された基質の脂質
一リン量（！‘Inoles）／30分／mgタンパク質と，および生成さ
れたlysophosphatidylethanolamineの脂質一リン量（μ
moles）130分加gタンパク質と生成された水溶性生成物の
リン量（μmoles）／30分／mgタンパク質で表わした．なおこ
の反応系において，上述の3つの分画以外には放射能を認
めなかった．
　また各々の実験で盲検として酵素材料を加えずにインキ
ュベーションを行い，その盲検値による補正をして，その
値を実験結果に示した．盲検値はlysophosphatidyletha－
nolamineが1・1～3・4％，平均1．596，水溶性生成物が0．5～
1・7％，平均0．6％であった．また反応系に加えた酵素材料
に内在するphosphatidylethanolamine量は約0．5μ9
脂質一リン量（総リン脂質の約20％として）であった．
5．Mild　acid　hydrolysisおよびmild　alkaline
　hydrolysis
　水解反応後抽出し，前記の如く上層と下層とに分離し，
下層をTLCによりlysophosphatidylethanolamineと未
水解のphosphatidylethanolamineをこ分離する．未水解
のphosphatidylethanolamineの一部を緩和な酸および
アルカリ水解に供した．すなわちmild　acid　hydrolysis
は坂上と笠間の方法15）にもとづき，phosphatidylethanQl－
amineを窒素気流下に減圧乾固し，0．5　m4の90弩酢酸を
加え55。C，45分間振卑しながら水解後，直ちに氷冷を行
っだその後窒素気流下で蒸発乾固し，クロロホルム液と
してTLCに供し，　acid　stable（diacyl型＋alkyl－acyl型）
画分とacid　Iabile（alkenyl－acyl型）画分とに分離した．
さらにacid　stable四分は抽出後Dawsonの方法16）によ
り，mild　alkaline　hydrolysisを行い，水層（diacy1型）
と有機溶媒層lalkyl－acyl型）に分離した．
6．タンパク質量，脂質一リン量および放射能の測定
　タンパク質量の測定はLowryらの方法17），脂質一リン
量の定量はBartlettの方法18），放射能はGeiger－MUller
c。unter（Aloka　TDC－1型，日本無線Co．）でそれぞれ測
定した．
実験結果
1．酵素濃度の影響
　平滑筋ホモジネートを酵素材料として用いた場合には，
2m4の反応液中でタンパク質量として1mgまでphos－
phatidylethanolamineはほぼ直線的に水解されて減少し
た．タンパク質量！mgに相当する平滑筋層ホモジネー1・
で水解したとき，加えたphosphatidylethanolamineの約
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10箔が水解された．一方水解産物である1．ysophosphati－
dylethanolamineと水溶性リン酸化．合物はいずれも平．滑
筋層ホモジネート1mgまでほぼ直線的に増加し，その範
囲．のホモジネート量では常に水溶性リン酸化合物の量が
lysopho．sp．hatidyl．ethanolamineのそれを上まわった．
（Fig．1）
　粘膜層でも添加したホモジネートがタンパク質量として
0～0．8mgまで．の範囲で，酵素活性は酵素液タンパク質量
にほぼ比例し，0．8mg添加時では約20鬼の基質が水解さ
れた．．しかしホモジネートの添加が0，8mg以上になると
水：解度は必ずしも直線的に進行しないことが見出された，
（Fig．2）。Ly30phosphatidylethanolamineと水溶性リン酸
化合物も0．8mgタンパク質量まで，いずれもほぼ直線的
に増加した．また水溶液リン酸化合物の量がlysophos－
phatidylethanolamineのそれより常に大であった・Fi9・1
とFig．2より小腸平滑筋の水解活性と粘膜層のそれと比
較すると，粘膜層が平滑筋のそれより約2．倍活性が高いこ
とが見出された．なお以後の実験においては活性測定条件
下で酵素活性が直線的に増加する範囲のタンパク質量を使
用した．
2・経時変化
　　Fig．3は平．滑筋ホモジネート．を用いて，名・水解時間にお
ける水解された基質と生成された水解生成物をリン量
（μ皿01es／mgタンパク質）で示した．インキュベーション
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Fig．3　Tinle　cour．se　of　phosphatidylethanolamine
　　　　　　hydrolysis　by　small　intestinal　smooth　muscu－
　　　　　　Iar　homogenate．
2．1μmoles　of　32P－phosphat．idylethanolamine　were
　used　as　substrate．　Q．8皿g　prQ．tein　of　the　smooth
　muscular　homogenate　was　added　into　incubation
　mixturεas　enzyme　source．　Other　incubation　con－
　ditions　were　the　same　as　described　in　Method
　except　that　each　mixture　was　incubated　for　the
　indicated　tim．e．．
　○　　O　phosphatidylethanolamine（PE）
　■　　　鳳　lysophosphatidylethanolanline（Lyso－PE）
●　●water－soluble　products（Water－soluble－P）
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○　　O　phosphatidylethanolamine（PE）
■　　冨　lysophosphatidylethanolamine（Lyso－PE）
●　●water－soluble　products（Water－soluble－P）
　‘）　　　10　　　2〔1　　　30　　　　　　　　　　　　60
　　　　　　　　　　　　　Timo　〔向in｝
．Time　course　of　phosphatidylethanolamine
hydrolysis　by　small　intestinal　mucQsal　homo－
genate・
　　　　　　　 　　　　were　the　same　as　in　Fig，3
　　 　　　　 　　proteih　of　the皿ucosal　homo一
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時間60．分までphosphatidylethanolamine｝よほぼ直線的
に水解され，その範囲ではlysophosphatidylethanol－
amineおよび水溶性リン酸化合物もほぼ直線的に生成さ
れて増加した．またどの時点においても水溶性リン酸化合
物が1ysophosphatidylethanolamineの生成量より多か
った．
　粘膜ホモジネートを用いた際基質はインキュ．ベーション
時間約30分までほぼ直線的に水解されるが，それ以後に
なると水解は必ずしも直線的．ではなくなった．（Fig．4）
　水溶性リン酸化合物は30分まで，時間とともにほぼ直線
的に増．加しているが，lysophosphatidylethanolamineは
20分までやや増加の傾向にあるが，以後の時点では変化は
認められない．またFig．3とFig．4からこの場合も粘膜
層が平滑筋層より約2倍水解活性が高いことが知られた．
3．pHの影響
　Fig．5は平滑筋ホモジネートを用いて，種々のpHで生
成される1ysophosphatidylethanolamineと水溶性リン
酸化合物および未水解のphosphatidylethanolamineを
百分率で示した．盲検（酵素材料を加えない反応）では水溶
性リン酸化合物が0．7％，lysophosphatidylethanolamine
が3．4％であったが，Fig．5では盲検値による補正をしな
いで実測値で示した．PhQsphatidylethanolamineの水解
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Rg．5　Ef［ect　of　pH　on　phosphatidylethanolamine
　　　　hydrolysis　by　small　in亡esti且al　smooth　muscu．
　　　　ユar　hOrnOgenate．
　1．8μmole．s　of　32P－phosphatidylethanolamine　and　l
　mg　protein　of　the　smooth　muscular　homogenate
　were　added　into　each　incubatioh　mixture．　The
　incubation　mixtures　contained　5　mM　CaC12，0ther
　incubation　conditions　were　the　same．as　described
　in　Method　except　that　Tris－maleate　buffer　of　the
　indicated　pH　was　used　for　each　incubation．
　O　　O　phosphatidylethanolamine（PE）
　■　　■　lysophosphatidylethanolamine（Lyso－PE）
●　●water－soluble　products（Water－soluble－P）
はpHの変化によりことなり，　pH　5．2からpH　8．6の範囲
ではpH　72のところで最も水解される．しかしpH　5．2と
pH8．6でも比較的水解活性が見られ，　pH　7．2における
phosphatidylethanolamine水解：量を！00としてpH5．2
でその45．6％，pH　8．6で79傷の水解活性が認められた．
Lysophosphatidylethanolamineはアルカリ側になるに
つれて生成が多少漸増する傾向が観察され．た．
　水溶性リン酸化合物の量はpH　7．2のところで最も増大
するが．，pH6．2でもかなりの増量を来すことが知られた．
同様の結果が粘膜でも観察された．
4．基質濃度の影響
　Fig，6には基質濃度を変えた時の水解生成物量（1yso－
phosphatidylethanolamineと水溶性リン酸化合物）をリ
ン量（μmoles）30分／mgタンパク質で示した．
　基質量が増加すると，水解生成物もそれに対応して増加
する。
　君
碁。．、
　置
　曾
　≧
　’歪
　9
　誘
壱。・4
　三
　薯
　E
　ε
　葺
　U　O．2　弓
　2
　．雪
　呈
　自
　呈　。
　　　　0　　　　　　　　　　　　0・5　　　　　　　　　　　1．0　　　　　　　　　　　1．5
　　　　　　　　　　　　Subミtrate　｛圃隔）
Fig。6　Effect　of串ubstrate　conc．entra亡ion　on　phos－
　　　　phatidylethanolamine　hydrolysis　by　small
　　　　intestinal　slnooth　muscular　homogenate．
　1mg　protein　of　the　smooth　muscular　homogepate
　was　added　as．　enzyme　source．　Other　incubation
　conditions　were　the　same　as　described　in　Method
　excep 　that　the　indicated　concentratio．n　of　phos－
　phatidylethanolamine　was　added　into　each　incuba－
　tlon　mlxture．
5．酵素の耐熱性
Fig．7は平滑筋ホモジネートを異なる温度でそれぞれ10
分間プレインキュベーションした後，370C30分間反応さ
せて生成されたlysophosphatidylethano1．amine，水溶性
リン酸化合物および未水解のphosphatidylethanolamine
をパーセントで示した．Lysophosphatidylethanolamine
はブレインキュベーションの温度を40。Cから500Cへと高
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Fig．7　Effect　of　preincubation　of　small　intestinal
　　　　smo【）th　muscular　homogenate　on　phosphati－
　　　　dylethanolamine　hydrolysis．
　2．2μmoles　of　32P－phosphatidylethanolamine　were
　used　as　substrate．　The　smooth　muscular　homQ－
　genate　in　O．25　M　sucrose　was　preincubated　at　the
　indicated　temperature　for　ten　minlltes．　0．8　mg
　protein　of　preincubated　homogenates　were　used
　for　each　incubation．　Other　incub．ation　conditions
　were　the　same　as　described　in　Method．
　O　　O　phosphatidylethanolamine（PEl
　■　　圏　lys◎phosphatidylethanolamine（Lyso－PE）
　●　●water－soluble　products（Water．soluble．P）
めると生成がそれぞれ4．2％から4・9％と多少増加の傾向
を示し，以後は漸減し，70。Cから800C．になっても多少の
生成が見られた．
　水溶性リン酸化合物は40。Cから50。Cになると，急激に
生成が減少し，70。Cではほとんど生成されなかった．基質
は対照的に温度が高くなると未水解のものが多くなった．
以上のことは粘膜でも同様の傾向を示した．
6．デオキシコール酸塩の影響
　Fig，8で小腸平滑筋層のphosphatidylethan・1amineの
水解活性に対するデオキシコール酸塩の影響を基質と水解
生成物のパーセン1・で示した．
　水溶性リン酸化合物の生成はデオキシコール酸塩を反応
系に加えると，著明に阻害される．1mMの濃度ではデオ
キシコール酸塩がない時の値の約1／2に減少し，2血Mで
は約1／4に減少した．以後デオキシコール酸塩を増すと生
成は漸減する傾向を示した．一方1ysophosphatidyletha－
nolamineは10　mMまでは加えない場合と比較して，その
生成に変化がなかった．20mMの濃度になると，多少その
5　　　　　　　　　　　　　　　　10
Sodiu門deOXyChじ1飢e　〔酬1
2u
Fig．8　Effect　of　deoxycholate（）n　phosphatidyletha一
nolamine　hydrolysis　by　small
smooth　muscular　ho皿ogenate．
intestina1
2．3μmoles　of　32P－phosphatidylethanolalnine　were
used　as　substrate．1．O　mg　protein　of　the　smooth
muscular　homogellate　was　added　as　enzyme　source．
Other　incubation　conditions　were　the　same　as　de－
scribed　in　Method　except　that　the　indicated　amount
of　sodium　deoxycholate　was　added　into　each　incu－
batiQn　miXtUre．
○　　　O　phosphatidylethanolanline（PE）
ロー■　1ysophosphatidylethanolamine（Lyso－PE）
●一●water－soluble　products（Water－soluble－P）
生成が減少した，この傾向は粘膜でもほぼ同様であった．
7．Caイオン，　Mgイオンの影響
　Fig．9およびFig．10はphosphatidylethanolamine水
解におけるCaイオン，　Mgイオンの影響をlysophosphati－
dylethanolamine，水溶性リン酸化合物および未水癬の基
質を3者のパーセントで示した．
　Caイオンの添加では2～10　mMの範囲で水溶性リン酸
化合物の増加が見られる．2mMの濃度では約3倍の増加
をみるが，3mMでは2皿Mのときより多少減少し，以後
Caイオンが増えても生成に大きな変化が観察されなかっ
た．LysophosphatidylethanolamineはCaイオン添加に
より変化はみられなかった．
　反応系にMgイオンを加えたときもCaイオン程ではな
いが，水解は促進される傾向が観察された．（Fig．10）Mg
イオンが2mMの濃度で水溶性リン酸化合物は1・3倍の増
加がみられ，以後は生成が漸減し，5mM以上ではその生
成に変化がなかった．Lysophosphatidylethanolamine
はMgイオンを加えると多少生成が減少する傾向を示し
た．PhosphatidylethanQlamine水解におけるCaイオン，
Mgイオンの影響は粘膜層についても同様であった．
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1．3μmoles
used　as　substrate．
muscular　homogenate　was　added　as　enzyme　source．
Other　incubation　conditions　were　the　same　as　de－
scribed　in　Method　except　that　the　indicated　amount
of　CaC12　were　added　into　each　incubation　mixture．
○　　O　phosphatidylethanolamine（PE）
■　　　■　lysophosphat．idylethanolamine（Lyso－PE）
●　一●water－soIuble　products（Water－so．luble－P）
Effect　of　Ca粁on　phosphatidylethanolamine
hydr．olysis　by　small　intestinal　smooth　mu＄cu－
lar　homogenate．
　　　　of　32P－phosphatidylethanolamine　were
　　　　　　　　　　O．8mg　protein　of　the　smooth
　　　　　　　●一・　　　　　●’●！
●
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10
Fig．10　E任ect　of　Mg什on　phosphatldylethanolamine
　　　　　　　　hydrolysis　by　small　intestinal　smooth　mu－
　　　　　　　　scular　homogenate．
　 I cub ion　conditions　were　the　s．ame　as　in　Fig，9
　　except that　MgC】2　was　added　in　place　of　CaC12
　0　　．O　phosphatidylethanolami．ne（PE）
　　圏　　■　lysophosphatidylethanolamine（Lyso－PE）
　　●　●water－soluble　products（Water－soluble－P）
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　　Fig．11　Time　course　of　diacyl，　alkyl－acyl　and　alkenyl－acyl　phosphatidy1．ethanolamine
　　　　　　　　　　hydrolysis　by　small　intestinal　smooth　muscular　or　mucosal　homogenate．
85．0／‘gof　lipid－phosphorus　of　32P－phosphatidylethanolamine　were　us．ed　as　substrate．1．6　mg
protein　of　the　smooth　muscular　Qr　mucosal　holnogenate　was　added　as　enzyme　s．ource．　The
mixture　was　incubated　for　the　indicated　time．　32P－phosphatidylethanolami．ne　isolated　frorn
each　incubation　mixture　and　subjected　to　mild　acid　hydrolysis　was　f．oll．owed　by　mild
alkaline　hydrolysis．　See　details　in　Method．
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8．Diacy1型，　alky1’acy1型，　alkeny1・acy1型の水解
　Fig．11は小腸西盛とインキュベーション後，反応系から
未水解のphosphatidylethanolamineを分離し，緩和な酸
およびアルカリ分解することによりdiacyl型，　alky1－acyl
型，alkenyl－acy1型phosphatidylethanolamineに分画
し，それぞれを脂質一リン量（μg）／1．6mgタンパク質で示
した．
　インキュベーション前，基質として加えたphosphati－
dylethanolamineの三者の割合はdiacyl型54．8％alkyl－
acyl型28．6％，　alkenyl－acyl型16．6傷で，それらの比放
射活性値（cpm〃‘g　of脂質一リン，　SA）はそれぞれ4224，
3077，3876と三者の間で異なる値を示し，diacyl型が一番
大きなSAを示した．
　平滑筋層ではインキュベーション後，diacy1型が120分
まで著明に減少するが，alky1－acy1型，　alkenyl－acyl型の
水解は少なかった．
　粘膜層でも同様の傾向を認めた．すなわちdiacy1型は
著明に減少し，alkyl－acyl型，　alkeny1－acyl型の水解は筋
層同様わずかであった．
　以上の様に小腸両層のインキュベーションによるphos－
phatidylethanolamineの水解はdiacyl型が活発で，
alkyl－acyl型とalkeny1－acyl型ではその水解に大きな差
は認められなかった．
考 察
　動物組織におけるphcspholipaseの存在については
膵19，，肝20陶28），肺29），脳30），心31＞，脾32），血管33），骨格
筋4），副腎34）で多くの報告がなされている．小腸において
は1957年Schmidtら1）が粘膜，主としてそのミトコンド
リア画分，を材料としてphospholipase活性の存在を報
告して以来，小腸全体あるいは粘膜についての研究が行わ
れ膵についでphospholipase活性の強いことが知られた．
　一方小腸平滑筋に関しては本酵素の研究は少なくしかも
lecithinに関するものがほとんどでphosphatidyletha－
nolamineについては極めて僅かな報告が見られるに過ぎ
ない．
　工藤9），井村1。）は1〃て・油ηでラット小腸平滑筋層をイ
ンキュベートしてphosphatidylethanolamineの減少を
認めこのリン脂質の水解を行う酵素の存在を示した．しか
し小腸より精製したphosphatidylethanolamineを基質
として小腸ホモジネートによりその分解様式およびその特
性を検討した研究は今までなされていない．
　小腸は粘膜層と平滑筋層よりなり，消化と吸収という生
理作用を営んでいるがMarplesとThompson3）はラット
小腸全体で，そのlysophospholipase活｛生を検討し，そ
の活性はほとんど粘膜層に由来すると述べている．しかし
前述のごとく工藤，井村が小腸粘膜のみならず，平滑筋層
にも内在するリン脂質を水解するphospholipase活性お
よびIysophosph・lipase活｛生の存在を示唆する結果を報
告し，また近藤11）も1ecithin，1ysolecithinを基質：として，
小腸平滑筋層の水解活性を粘膜層と比較して，粘膜層の力
が活性が大きいが平滑筋層にも明らかな活性を見出し，ま
たlysophospholipaseの比活性がlecithin水解の比活性
より著明に大きかったと述べている．
　小腸三層ホモジネートを酵素材料とし，基質として
phosphatidylethanolamineを加えた本実験において，粘
膜層のみならず平滑筋層でもphosphatidylethanolamine
を水解する活性の存在が示された．
　小腸両日におけるphosphatidylethanolamine水解酵
素の活性を比較すると，粘膜層が平滑筋層より活性が高く，
Fig，1とFig．2から粘膜層の活性が平滑筋のそれより約2
倍高い水解活性を示した．
　近藤11）はIecithinの水解時に粘膜のみならず，平滑筋層
においても1ysophGspholipase活性が強く，1ysolecithin
の増大は認められず，水解生成物はほとんど水溶性リン酸
化合物として回収されると述べている．しかしphosphati－
dylethanolamineの水解時｝こはりゾ体もやや増加するこ
とが知られ，平滑筋層ではタンパク質量1mgまで，また
インキュベーション60分までlysophosphatidylethanol－
amineがほぼ直線的に増加するのが観察された，（Fig　1，
Fig．3）
　小腸両層における著者のphosphatidylethanolanユine
による結果と近藤のlecithinによる結果と比較してみる
と，phosphatidylethanolamineを水解する活性が平滑筋
で約30倍，粘膜層で約50倍lecithinのそれより高い．
この事実はBjφrnstad22）がラット肝ミトコンドリアを用い
て，またSmithとWinkler34＞が牛副腎髄質のリソゾー
ムを用いてえた結果と近似する・井村10）も小腸両層をイ
ンキュベーションした際60分までph・sphatidylethanol－
amineが1ecithinより水解の程度が大きいと述べている．
　Ottolenghi5），　EpsteinとShapiroら2，がlecithinを基
質としラット小腸粘膜を酵素材料として行なった実験結果
から，小腸粘膜ではlysophospholipase活性が強いため，
phospholipase　Aで生じた1ysolecithinが直ちに水解さ
れてしまうと報告している．Phosphati（lylethanolamine
の水解においても，小腸粘膜ではりゾ体を水解する活性が
強いため1ysophosphatidylethanolamineの著明な増加
がみられないと考えられる．
　小腸平滑筋ホモジネートによるphosphatidylethanol－
amineの水解はpH7．2のところで最も強く，粘膜層でも
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同様の傾向を示した．Scherphofら20）はラット肝ミトコ
ンドリアを用いて，そのphospholipase　A活性はpH8
を最高として比咬的幅広い範囲にあると述べ，Nachbaur
ら28）はラット肝ミトコンドリアおよびミクロソームなど
の膜結合性phospholipaseはpH　8．5～9．0に至適pHが
あり，可溶性のphospholipaseはリソゾームにあり，pH
4．5に活性が強いと報告している．またRahmanら26）は
ラット肝リソゾームの膜何分はCaイオン添加によりpH
7～8に強い活性があると報告している．本実験においても
5mMのCaC12を添加して，　pH　7．2のところで最：も水解
活性が高い結果を得た．生成物は水溶性リン酸化合物が
pH　7，2のところで最も増加し，　lysophosphatidylethanol－
amineがアルカリ側で増加の傾向を示している．
　小腸平滑筋層を40℃から80℃までそれぞれ異なる温度
で熱処理を加えた後，インキュベートすると，phosphati－
dylethanolamineの水解はプレインキュベーションの温
度の増加とともに減少し，特に水溶性リン酸化合物の著明
な減少を示した．（Fig．7）CooperとWebster30）は動物
組織の脳のlysophospholipaseは熱に不安定であると述
べており，Bjφrnstad22）もラット肝ミトコンドリアのphos－
pholipaseは60℃，10分間のプレインキュベーションで
ほとんど活性を失うと報告している．一方面ellorsと
TapPe124）はラット肝リソゾームのphospholipase　Aは
熱こ抵抗性があるとし，Waiteら21）はラット肝ホモジネー
トを用いて，55～65℃，5分間のプレインキュベーション
でphospholipase　A活性が逆に高まると報告している・
著者の小腸両雄でえられた結果でも500C，！0分間処理時
にやや活性が増すことが観察された．
　反応系にデオキシコール酸塩を加えた時，平滑筋層でも
粘膜層と同様に，デオキシコール酸塩の増加とともに
phosphatidylethanolamineの水解が減少した，（Fig．8）
特に水溶性リン酸化合物の生成が著明に減少するがleci－
thinの水解時と異なりリゾ体の増量がみられず，　phos－
phatidyle亡hanolamine水解酵素に対するデオキシコール
酸塩の影響はlecithinのそれと異なることが知られる．
　SubbaiahとGanguly8）は小腸粘膜の1ysophospholi－
pase活性とphosphatidylethanolamine水解活性はデオ
キシコール酸塩により阻害されるが，lecithin水解時の
phospholipase活性に対しては影響せず，その量を増すと
逆に活性を促進すると述べている．近藤11）もデオキシコー
ル酸塩により1ecithinの水解が増加する一方，その濃度を
増すと1ysolecithinが増加し，1mMと5mMの濃度で
水溶性リン酸化合物が二峰性のピークを示す結果を報告
した．Phosphatidylethanolamineの水解ではOhtaと
Hasegawa29）もラット肺でデオキシコール酸塩が1アso一
phospholipaseのみならずph。spholipase　Aにも阻害効
果があると報告している．
　Lecithinのphospholipaseに対してデオキシコール酸
塩は活性を促進させ，phosphatidylethanQlamineのそれ
には阻害するという結果はphospholipase活性カミそれぞ
れの基質において異なる特性を示すこととなりphosphati－
dylethanolamineとlecithinのphospholipaseが同一
酵素ではないことを推測させる興味のある知見である．ま
た小腸両層のデオキシコール酸塩によるphosphatidyl－
ethanolamine水解の阻害は墓質レベルにあるか，酵素レ
ベルにあって失活するのかということも問題となり，今後
の検討が必要である．
　Phosphatidylethanolamineの水解に際し，小腸両層と
もCaイオンの添加は明らかな水解促進効果を示した．そ
れは水溶性リン酸化合物の増加として認められたがりゾ体
の増減はほとんど示されなかった．（Fig，9）
　一方近藤11）が1ecithinを基質として用いた実験ではCa
イナンを加えても，ほとんど水解には影響を与えず，平滑
筋層ではlysophospholipase活性は逆にわずかながら阻
害される結果を得ている．SubbaiahとGanguly8）は
1ecithinを基質として，　Caイオンが粘膜層のphospholi・
pase　A活性とlysophospholipase活性を僅かに促進す
るが，遊離脂肪酸が存在するとph・spholipase　B活性を
阻害すると述べている．
　その他phospholipaseに対するCaイオンの影響は肺29），
肝22裡28）などで見られ，Bjφrnstad22・23）はラット肝ミトコ
ンドリアおよびミクロソームでCaイオンがphosphati－
dylethanolamine　phospholipaseに促進的に作用するこ
とを報告している．これに対してFransonら27）はラット
肝リソゾームの可溶画題を酵素材料とし，phosphatidyl－
ethanolamineを基質としてCaイオンは阻害的に作用す
ると報告している．このようにphQspholipaseに対する
Caイオンの影響は基質の相異によっても，また細胞内オ
ルガネラによっても一様ではないことが知られる．
　他方Mgイオンはphosphatidylethanolamine水解に
おいてその水解を軽度に促進させ，水溶性リン酸化合物は
多少増加の傾向を示したが，1ysophosphatidylethanol－
a・nineの生成は僅かに減少した．（Fig．10）Bjφrnstad23＞
はphosphatidylethanolamineを基質として肝のミクロ
ソームでMgイオンは5mMの濃度でCaイオン程でない
が，水解活性を促進すると述べている，しかしWaiteら25）
はラット肝ミトコンドリアでMgイオンは阻害的に作用す
ることを報告している．小腸におけるphosphGlipase活
性のCaイオン，　Mgイオンの影響も個々の細胞内オルガ
ネラについての検索が必要であろう，
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　なお著者の実験で酵素材料として使用した小腸両目に内
在するCaイオンの影響については近藤11）が7mgの小腸
両層ホモジネートを使用しても内在するCaイオンの影響
は軽微であると報告しているが，著者の実験では内在性の
Caイオンが明らかでないが，酵素材料は極めて僅かであっ
たことから一応顧慮する必要がないと思われる．
　小腸両層のphosphatidylethanolamineのα位はalkyl
型，alkeny1型が比較的多い．このことは山田12）がラット
小腸平滑筋層のphosphatidylethan・1日目ineにおいて
diacyl型47．6傷，　alkenyl型40．0傷，　alky1型12．5傷，粘
膜層ではdiacyl型58．6％，　alkenyl型14．2％，　alkyl型
28・0％と報告している．井村10）もほぼ同様の結果を報告
しているが，本実験において基質として調整したphos－
phatidylethanolamineの三者の割合は平滑筋層と粘膜層
を分離しないで一括して抽出分離したものであるため，そ
れぞれdiacyl型54．8％，　alkyl型28．6傷，　alkeny1型16．6％
であった，また本実験において三者の間で比放射活性
（cpm〃‘g　of　lipid－P）がそれぞれ異なり，　diacy1型4224，
alkyl型3077，　alkenyl型3876とdiacyl型の比放射能
（SA）が最も高い値を示した．
　斎藤35）は頚静脈から32Piを注入し，6時間までのacid
stable（diacyl＋alkyl）とacid　labile（alkenyl）に分けて，
そのSAから32Piの取込みを見ているが，小腸内層｝こお
いてacid　stableがacid　labileよりSAが大きいと報告
している．これは本実験の結果とも一致するが，Horrocks
ら36）の［1，2－14C］ethanolamineのラット脳phosphati－
dylethanolamine子分への取込みを見た実験では注射後，
短時間ではalkeny1型のSAはdiacyl型，　alky1型のそ
れより低かった．Waku37）も32Pi，3H－acetateを使ってウ
サギ骨格筋小胞体のphosphatidylethanolamine画分へ
の取込みをみた実験から同様の傾向を報告している．しか
しThompsonら鋤はナメクジの一種であるArio亘arter
を用いて［1」4C1－palmitic　acidや3H－chymyl　alcoho1の
取込みをみた実験で，phosphatidylethanQlamine画筆｝こ
おいてdiacyl型やalky1型よりはるかに低かったalkenyl
型のSAが2日あるいはそれ以上の時点ではalkyl型と同
程度まで増加したことを報告している．著者の結果も32Pi
をラット腹腔内に注入して22～24時間を経た時点のSA
であるため，上述の結果とほぼ同じ傾向を示した．
　次にdiacy1型，　alky1型，　alkeny1型の三者の水解につ
いては井村lo）が小腸両日をインキュベートすることによ
り組織片に内在するphosphatidylethanolamineが両層
ともdiacyl型が最も水解されると報告している．本実験
においても水解の主体はdiacyl型である結果を得た．
（Fig．11）
Wakuら39）は卵黄や牛の1ecithinから合成した1－acyl一，
！－alkyl一，　1－alkenyl－2－linoleoyl－glycerophosphorylcho1－
ineに対して種々のphospholipaseを作用させて，水解
の程度が異なることを報じている，
　これらの水解の程度が3つの型で異なるというのは非常
に興味のある知見で，この差がα位の違いによるph。s－
pholipase　A1の違いによるものか，またα位を切断する
lysophospholipaseは同一酵素でなく，それぞれの酵素を
もち，その活性が種々の条件によって異なるかは今後の研
究をまたねぽならない．また小腸のphosphatidylethanol－
amine　ph・sph・1ipaseの細胞内分布についても未だ解明
されていないことも多い．
　小腸の平滑筋層のリン脂質代謝についていくつかの新し
い知見を得たが，なおその機能との関連で今後さらに研究
が必要であろう．
要 約
　ラット小腸平滑筋層におけるphosphatidylethano1－
amineの酵素的水解を粘膜層のそれと対比して検討した．
水解活性はラット小腸より分離した32P－phosphatidyleth－
anolamineを基質とし，平滑筋層または粘膜層の700×g
ホモジネートを酵素材料として用い，0．1Mトリスーマレ
ィン酸緩衝液（pH　72）中で，37℃でインキュベートする
ことにより水解活性を測定した．
　1）小陽平滑筋層にも粘膜層と同様にphosphatidyl－
ethanolamineを水解する活性が見出され，その活性は粘
膜層のそれの約43～45％の活性であった．
　2）平滑筋層における至適pHは7．2で粘膜層も同様の
結果を示した．
　3）平滑筋層のphosphatidylethanolamineの水解活
性は酵素材料をプレインキュペーシ・ンした際，温度の上
昇とともに阻害され，なかでも水溶性リン酸化合物の生成
は著明に阻害された．粘膜層も同じ傾向を示した．
　4）小腸両層によるphosphatidylethanolamineの水
解はデオキシコール酸塩により活性が阻害された．とくに
水溶性リン酸化合物の生成が著明に阻害され，大量のデオ
キシコール酸塩の存在下ではりゾ体の生成も阻害された．
　5）小腸両層のCaイオンおよびMgイオンの影響では
Caイオンはphosphatidylethanolamineの水解を促進し，
とくに水溶性リン酸化合物の生成を増加せしめた．Mgイ
オンは軽度に水解を促進させた．
　6）Phosphatidylethanolamine画分の水解の程度を
diacy1型，　alky1－acyl型，　alkenyl－acyl型の三者で比較し
たところ，小腸両層でdiacyl型の水解が他の二者より極
めて強いことが認められた．Alkyl－acy1型とalkeny1－acyl
型ではほぼ同程度水解されることが知られた．
　　　　　　　　　　　　　　　　（昭和51．12．20受f寸）
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